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A 摘要 ”本 实验 采用 4paT、BamHI、Bgl[l、EcoRI1T、 EcoR V. Hindll. Hpal. Km 
I. PstI, Prull, Sal, Scal. Xbal. fWXYho I 14 种 限制 性 内 切 酶 ， 对 认 科 4 种 鸟 类 
RH RE CAccipiter nisus), M83230 CA. virgatus), E CA. geniilis) TIBI EJ CButaiur 
indicus) mtDNA 限制 性 片段 长 度 多 态 分 析 。 结 果 表 明 ，4 #h8S26 h 6 CRI EK ESE 3 3 t 

iE (P-0.035O, Jung E NCRUK UE (P- 0.0988)， 并 对 其 系统 进化 进行 了 初步 探 


讨 。 PH 


AW, AGUH. HEHEDNA, Kb "DAI - 


人 
复制 ， 而 且 是 严格 的 母系 遗传 :第 2， 近 缘 种 类 mtDNA 突变 经 常 为 沉默 位 点 Csilent 
site) fd CUIDA — NIMORIMENE > EBE) Ll (USD uEEIECMESE UNIS) (Brown 
4&, 1982) 同时 受 自 然 选 择 影 响 〈Kimura，1983)， $83, mtDNA 进化 速度 快 ， 大 约 是 
Ë 36 D) E DNA 的 5 一 10 fi (Brown 等 ，1979) (Wilson 等 ，1985) 正 因为 如 此 ， 
mtDNA 的 研究 在 动物 群体 结构 及 历史 发 展 方面 有 著 独 到 之 外。 

华 形 目 鸟 类 在 我 国有 92 种 和 亚 种 分 布 〈 郑 作 新 ，1976)， 以 往 有 关 该 类 群 的 研究 工作 
多 在 生态 学 和 细胞 遗传 学 方面 ，mtDNA 方面 的 研究 工作 未 见报 道 。 本 文 对 些 形 目 座 科 4 
种 鸟 类 mtDNA 进行 限制 性 片段 长 度 多 态 分 析 (简称 RFLPs)， 并 结合 化 石 资料 对 该 类 群 
的 起 源 和 进化 作 一 初步 探讨 。 


1 材料 和 方法 


11 动物 来 源 
AE CAccipiter nisus) 35 5, 39 9. WF KEETH Ky S Tb, 1994.11 
MEN CAccipiter virgatus)3 Z 4, 59 2, lg E 
JE CAccipiter gentilis) 19， 购 于 南京 市 惠 民 桥 农 贸 市 场 ，1993.12 
Jj NE CButatur indicus) 16, [8E 
12 试剂 
限制 性 内 切 酶 购 自 华美 生物 工程 公司 ，RNase I 为 德国 (Boehringer Mannheim) j* 


* 国家 自然 科学 基金 资助 项 目 
* * 现在 通讯 地 址 ， 大 连 市 辽宁 师范 大 学 生物 系 762 信箱， 邮编 116029 
本 文 1995 年 6 月 14 日 收 到 ，1996 年 上 月 46 日 收回 
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品 ，SDS 为 Servi 进口 分 装 ， 用 时 重 结晶 ， 其 它 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.3 mtDNA 提取 和 纯化 

参照 王 文 等 199) 方法 进行 。 
14 ”限制 性 内 切 醇 消化 

各 种 限制 性 内 切 酯 酶 缓冲 液 采 用 厂家 专用 缓冲 液 酶 解 反 应 体积 为 20 uH, PN 
1 kg 左右 的 mtDNA 各 4 一 8 个 单位 限制 性 酶 ，37f 消化 6 一 8 h. 
15 ”琼脂 糖 凝 胶 电泳 

配制 0.8% 琼 脂 糖 ‘(Promega) 公司 产品 ， 用 Tris- 乙 酸 电极 缓冲 液 配 制 ，2 V / cm 电 
于 ， 室 温 下 电泳 过 夜 ，EB 染色 ， 加 红色 恋 光 镜 ， 紫 外 灯 下 观察 、 拍 照 。 
16 数据 处 理 
1.6.1 限制 性 片段 大 小 计算 ”根据 标准 片段 大 小 (2DNA / Hind 石 );， 迁 移 率 做 出 标准 
曲线 ， 再 根据 该 曲线 求 出 各 酶 切片 段 大 小 。 
16.2 统计 分 析 ”遗传 距离 根据 Nei 等 (1979) 计算 : 

Fx (le?) *, (3-2e 2 2) 
相当 于 P31-C (-Ft (GE TRPP) ! 2 ;2)!'^* 
Fzm2n,/ (ntn) 

式 中 POS SA ABUSENIMOESHE. (CR 35 EP IBI RJ tiep Rs F 为 物种 间 的 限制 性 
片段 共享 度 ，n。 和 n, 分 别 为 物种 x 和 上 的 限制 性 片段 数 ， 心 ， 为 两 物种 问 相 同 的 片段 
数 。 根 据 限制 性 片段 差异 ， 采 用 PSBAPC2 统计 软件 ， 按 非 加 权 的 组 平均 法 (Unweight- 
ed pari group method) 构建 唐 科 4 种 乌 类 亲缘 关系 聚 类 图 。 


2 结果 


由 于 各 次 电泳 条 件 的 微小 差异 和 实验 本 身 的 误差 我们 用 不 同 的 酶 切 处 理 后 ， 得 到 的 
mtDNA 片段 总 长 度 也 存在 着 微小 的 差异 ， 各 酶 切 反 应 均 重 复 1 次 实验 ， 以 减少 误差 ， 经 
统计 表明 : 认 科 4 种 鸟 类 的 线粒体 基因 组 大 小 为 16.5+ 0.2 kb, (»— 16)。4 种 鸟 类 经 14 
种 限制 性 内 切 酶 消化 产生 104 个 片段 、 平 均 每 个 种 类 产生 26 个 片段 ( 见 表 1)， 在 这 4 种 
鸟 类 中 遗传 距离 最 近 的 是 省 认 和 松 省 庆 ‘PP 一 0.0350;， 最 远 的 的 是 灰 脸 区 庆 和 省 诬 为 
(PP 一 0.0988)， 平 均 遗 传 距离 (P—0.07000. Bl dz 2. 

表 1 访 科 4 种 乌 类 mtDNA 限制 性 片段 分 子 量 
Tab. The molecular size of the restriction fragment of the 
mtDNA from the 4 species of Accipiteridae 
ER dl 识别 序列 ”物种 UN XE 限制 性 片段 分 子 量 tkb) 


Apa I GGGCCC A 1 1 16.57 16.57 
B 1 I 16.57 16 57 
C z H 13 25, 3.26 16.51 
D 1 1 16.57 16.57 
BamHI GGATCC A 4 F 931, 354, 2.32, 138 16 57 
: B 3 Tl 7 33, 5 43, 0.94 16.60 
C 2 I 13.36, 3 21 16.53 
D 2 1 


14.34, 2.4 16.58 
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m1 


———SÁ —..... .— M ——PÓ€——À———— 


限制 酶 
Bgl H 


Eco R. I 


Eco R V 


Hind Dl 


Hpa I 


Km L 


Pst I 


Py Il 


Sca I 


Sal 1 


Xba I 


Khe I 


识别 序列 。 物种 um ”类 型 


AGATCT 


GAATTC 


GATATC 


AAGCTT 


GTTAAC 


GGTACC 


CTGCAG 


CAGCTG 


AGTACT 


GTCGAC 


TCTAGA 


CTCGAG 


Q Om p O Gmm 5 O im>5> O m op OG m Nnm2 Om 5 Q im 5 QO G m > Q im >p Q G m >p Q r z > 


O O S — —  — M — G O O G w Q I G WM = hb bb 0 e ta @ Q c m uw I & Ú O 6 6 Ç ou m & m uw Ó & Q — = — — 


E EU-UE-trmrmE t Cà EBE--tB,g m — Ei — — R El Z — = —= = 


= =Ë — E= = 


限制 性 片段 分 子 量 (kb) 
16.58 
16.58 
16.54 
16.54 
5.33, 4.35, 3.54, 2.34, 1.9 
8.10, 4.35, 2.34, 1.48 
7.30, 6.63, 2.39 
8.10, 4.92, 3.54 
14,45, 2,34 
7.33, 6.63, 1.48, 1.03 
14.42, 2.32 
9.6, 4.12, 3.01 


19.82, 4.35, 1.38 

8.12, 4.33, 2.31, 1.42 
14.35, 2.20 

10.02, 5.43, 1,34 
12.35, 4.37 

16.57 í 


8.10, 6.03, 2.34 

16.57 

10.73, 5.64, 2.34 

12.35, 4,35 

13.36. 3.26 

16.54 

14.45, 2.34 

7.33, 8.02, 3.53 

13.36, 3.26 

6.2, 4.12, 2.52, 1.64. 1.34, (n 
5.4], 4.52, 3.26, 2.35, 1.34 
7.33, 6.02, 5.32 


16.81 

8.32, 8.32 

16.48 

10.55, 4.32, 2.01 
16.81 

16.58 





A: ll CAccipiter nisush B， 松 省 认 (4. virgatush. C, 3EMECA. gentilish D. 218 KM Burater indicus), 
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A, Aa B, Ba G, Co Di Do E. E, F, F; G, G, H, Ha L [I d Ja 





图 | JRL4 #h#%2 m:DNA 酶 切 电泳 图 谱 


Fig, 1  Electrophoresis patter of mt DNA from 4 species of Acciptridae 


A Ax WE EM PD mi DNA 的 BamH I BgUJ: FF, m SR. EMÉIE m (DNA 的 Pve I EUD 

B.B. FFF. F mtDNA 的 EcoR I BU: G G, mf. FREIE mtDNA 的 Xba LEUR 

CiC,: MEIN. EI mtDNA 的 EcoR V BUR: H,Hy 示 党 认 、 松 省 认 mtDNA 的 Rpn LEUR 

D ID; EER. JN mtDNA 的 Hind lll Wl Lk: mÓN. ESSEN mIDNA 的 H pa I MpUD 

EE. EN. E mtDNA 的 Ps: | BEUL. Ja GRE. ERE (DNA 的 Apa [ NEED. 

本 图 示 苑 订 (DNA 10 种 酶 切 电 泳 图 谱 它们 依次 3k Plo AC E mtDNA10 种 酶 切 电 访 图 谱 它 们 依 
是 : OAZCX GM pel. BamH D. 8g1H. EcoR 1, 次 是 : 《从 左 到 右 〗 Apal. BamH l. Bg! H. — EcoR 
EcoR V, Hindll. Hpal. Kpel. PsrI. Pvulls T. £oRV, Hind lll. Hpal. KpnI. 

Pst], Prull s 


Rr T BJ R REPE April. BamHI. Bg! ll. EcoR I. EcoRV. Hind |l. 
Hpal. Ps I, Pvull. Sall. Scal. Xbal. fü Xho l A 14 种 ， 每 种 酶 切 反 应 和 电泳 


至 少 重复 1 次 OB D. 各 种 酶 切片 段 特 点 详 见 表 1, 
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32 BE] 4 种 乌 类 间 的 序列 上 野 度 和 片段 共享 度 
Tab.2 Sequence divergeuce (below diagonal) and fractions of fragments 
shared (above diagonal) for mtDNA of 4 species of Accipitridae 
A b C D 
Ü 0 2182 0.2264 0.1961 
ü 0350 0 0.1923 0 2000 
0.0897 0.0423 Ü 00833 
0.0988 0.0975 0 0555 0 
A; VE Acciprter nisus B: EGEBECA. virrgatussi 
C; d£BECA. gentilish Dx XR KWBusarur indicus) 


20-07» 


2 讨论 
从 表 1 的 酵 切 片段 分 析 来 看 ， 这 些 种 
类 的 mtDNA 表现 以 下 特点 ， 第 1， 同 一 


种 酶 切 产 生 的 不 同 限制 性 类 型 中 ， 它 们 之 A. virgate 
间 在 多 数 情况 下 看 不 出 直接 的 关系 ， 从 片 B. indicus 


A. gentilis 


A. nisus 


段 的 差异 中 很 难 找 出 它们 之 间 在 位 点 的 增 : 
图 2 座 科 4 种 鸟 类 mtDNA Zr T 32SEH 

加 或 减少 的 线索 ， 这 种 现象 导致 的 原因 * Fig.2 The mtDNA . of the 

很 可 能 是 由 于 它们 之 间 的 亲缘 关系 更 远 而 4 species of Accipitridae 


引起 的 ， 当 然 ， 也 不 能 排除 由 于 它们 之 间 

较 少 的 基因 交流 ， 或 者 是 它们 积累 和 固定 变异 的 速率 较 快 ， 从 而 在 其 自身 进化 过 程 中 发 展 
了 许多 独 有 特征 。 第 2， 在 所 有 的 限制 性 酶 中 ， 唯 有 HindlIDSX 4 种 鸟 类 均 无 切 点 ， 这 
是 否 是 华 形 目 mtDNA 的 一 个 特点 ， 或 者 是 由 于 酶 切 条 件 所 造成 的 ， 仍 有 待 于 进一步 工 
作 。 

不 同 地 理 种 群 的 鸟 类 在 mtDNA 的 酶 切片 设 上 存在 多 态 性 ，Avise 等 (1991) 对 这 个 
问题 进行 了 详细 的 综述 。 本 项 研究 中 发 现 省 认 的 北方 种 群 ， 邑 北方 亚 种 (Accipiter nisus 
nisosimilis) 与 昆明 捕获 到 的 个 体 相 比 、 发 现 它们 在 Sca 1 的 酶 切 片段 上 存在 多 态 性 ， 即 
大 连 的 种 群 为 2 个 片段 ， 分 别 为 9.42 和 7.33 kb， 而 昆明 的 种 群 为 3 个 片段 ， 分 别 为 
7.50. 5.12 和 4.35 kb， 从 片段 的 关系 来 看 ， 可 能 是 由 9.42 kb 片段 上 增加 一 个 切 点 ， 而 产 
生 昆 明 种 群 的 3 个 片段 . 提示 我 们 不 同 地 理 种 群 存在 的 多 态 性 对 了 解 种 群 的 分 化 以 及 生物 
地 理学 变化 的 历史 背景 提供 了 遗传 学 方面 的 资料 。 

细胞 遗传 学 资料 表明 : DEL 4 种 鸟 类 的 染色 体 数 目 和 形态 是 十 分 相似 的 《 王 勇 军 等 ， 
1993)， 提 示 这 些 种 类 是 起 源 较 早 的 类 群 (De Boer 等 ，1984)，mtDNA 的 RFLP 分 析 结 
果 表 上 明 ， 它 们 之 间 的 平均 遗传 距离 是 (P= 0.0700)， 如 果 按 每 百 万 年 以 2% 的 速率 计算 
(Shields 等 ， 1987)， 它们 分 岐 年代 距 今 35 万 年 ， 化 石 资 料 表明 : mx C Accipiter) 在 第 
四 纪 早 期 地 层 已 有 记录 〈Brodkorb，1964)， 在 我 国 的 更 新 世 地 层 中 也 发 现 了 大 量 的 舍 形 
目 鸟 类 化 石 〈 侯 连 海 ，1987，1990)。 该 类 群 的 形态 进化 相对 比较 清晰 ， 在 分 子 进 化 研究 
中 也 就 自然 成 为 比较 受 重视 的 对 象 。 另 外 ， 这 一 类 群 在 生态 系统 的 食物 链 中 占有 特殊 的 位 
置 ， 而 宏观 的 研究 方法 无 法 解决 的 疑难 问题 、 从 分 子 生态 的 方面 能 提供 一 些 有 意义 的 资 
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A STUDY ON THE MITOCHONDRIAL DNA OF FOUR SPECIES OF 
ACCIPITRIDAE (FALCONIFORMES: AVES) 


Li Qingwei Chen Yifeng Zhang Hengqing 
(Department of Biology. Nanjing Normai University 210097) 


Abstract 


In is paper. 14 restriction endonucieases, Apa 1, BamH I , Bgill, EcoR I. EcoR V, 
Hindlli. Hpal, KpnI, Pstl, Pvull, Sa 1, Sca I. Xba [ . and Xho [I were used to analyse 
the mtDNA of 4 species of Accipitridae (Accipiter nisus, A. Virgatus, A. gentilis and Butastur 
indicus). The total size of Accipitridae mtDNA was estimated to be 16.5-16.7 kb, with a 
mean of 794 sequence divergence between the species. The result suggest that the divergenec 
time between them might be 35-40 Myr. 

Key words Accipitridae. mtDNA, Evolution 


